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Abstract 



A quantitative fluorometer for multiple fluorophores having dual time-modulated beams of excitation light. 
Each beam-is synchronized with a separate detector and lock-in amplifier. The fluorophores are 
simultaneously excited and the combined fluorescent emission is resolved into components corresponding 
to each fluorophore. Confocal scanning means are used to excite and detect fluorescent emission from 
locations throughout a volume. The location specific output of each amplifier is stored in a computer which 
resolves the emission into the components corresponding to each fluorophore. The location specific data 
may be further processed or visually displayed. Multiple amplifiers for each detector channel allow phase 
discrimination in each channel so that prompt and delayed fluorescence may be measured, allowing use of 
multiple fluorophores in each detector channel. 
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V 

15 Beschreibung 

. Fachgebiet der Erfindung 

Diese Erfindung betrifft eine quantitative : ~ . , 

20 Mikrof luoriraetrie,. insbesondere eine Vorrichtung. zur 
quantitativen Mikrof luorimetrie, bei der Fluorophore 
durch gleichzeitige Anregung bei zwei oder mehr 
Wellenlangen quantitativ erf afit werden. 

25 -," ' 

Allgemeiner Stand der Technik / 

Die jungste Entwicklung von Fluoresziefende • 
Indikatorfarbstoffen fiir biologisch wichtige 
30 intrazellulare Komponenten hat es. moglich gemacht, die 
zeitabhangige Verteilung dieser Komponenten in intakten 
Zellen zu verfolgen. Vergleiche ium Beispiel U.S.-Pat 
Nr. 5.049.673, 4.849.-362 und 4.603.208. 

35 Die emittierte . Fluoreszenzstrahlung von einem Fluoropiior 
weist als Reaktion auf eine Anregung bei einer einzelnen 
Wellenlange meistens ein breites Band von Wellenlangen ■ 



auf. Emissionsspektren von. verschiedenen Fluorophoren 
iiberlappen meistens. Auch, wenn Strahlung verschiedener 
Wellenlangen verwendet wird, urn jeden von zwei 
Fluorophoren anzuregen, konnen ihre Emissionsspektren 
5 noch iiberlappen . 

Fluorophore. absorbieren Anregungs strahlung bei mehr als 
einer Wellenlange. Die Absorptionsspektren verschiedener 
Fluorophore konnen iiberlappen. Als eine Konsequenz wird ' 

10 Strahlung einer Wellenlange, die gewahlt wurde, um ein 
bestimmtes Fluorophor ef f izient anzuregen, auch in 
gewissem Umfang andere Fluorophore anregen. Es konnen 
spektrale Oberlappungen zwischen diesen iiberlagernd 
angeregten bzw. querangeregten Emissionsspektren anderer 

15 Fluorophore. und dem Emissionsspektrum des Fluorophors, 
das iiberwiegend duxch die gewahlte Wellenlange angeregt 
wird, auftreten. Zusammengef afit stellt bei vielen 
Anwendungen, die mehrere Fluorophore einbeziehen, die 
Tatsaehe, dali deren Emissionsspektren meistens iiberlappen 

20 und daB deren Absorptionsspektren auch. iiberlappen konnen, 
ein ernstes Problem dar . , & 

Es ist schwierig oder unmSglich, simultane quantitative , 
Messungen der einzelnen Fluorophore durchzufuhren. 

25 Deshalb ist in der Vergangenheit die simultane 

Fluoreszenzdetektion vor allem auf Falle beschrankt 
gewesen, in denen die Wellenlangenbereiche spektraler 
Uberlappung der Emissionen durch optische Filterung 
unterdruckt werden konnen. Darin wird eine Trennung auf 

30 Kosten eines Verlusts wertvoller Signalintensitat 
erreicht. 

Die unterschiedlichen Emissionsspektren eines einzelnen 
Fluorophors, die dadurch erhalten werden, dafi es bei 
35 verschiedenen : Wellenlangen angeregt wird., iiberlappen 

meistens' stark und konnen durch optische Filterung nicht 
getrennt werden*. Die relativen Intensitaten dieser 
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Spektreri hangen von .der Form des Absorptions spekt rums ab. 
Diese Form kaiin wertvolle Information uber das .Fluorophor 
und seine Umgebung ubermitteln. Demgemali gibt es eine 
Notwendigkelt, die iiberlagernd angeregte Emission eines . 
5 Fluorophors und die Hauptemission getrennt zu messen, 

wobei Information liber die Form des Absorptionsspekt-rums 
gesammelt wird. Urn dies in dem Fall zu erreichen, wenn 
zwei verschiedene Fiuorophore vorhanden sind ■ und zwei- 
Anregungswellenlangen gleichzeitig angewendet werden, 
10 miissen die einzelnen Beitrage von jedem Fluorophor 

getrennt gemessen werden . Dies kann nicht ausschlieBlich 
durch optische Filtering erreicht werden. 

Wenn ein Fluorophor durch Licht angeregt wird,- das, eine 

15 sinusf ormig modulierte * Intensitat aufweist, ist die. 

emittierte Fluoreszenz auch sinusf ormig moduliert. Die 
Modulationsf requenzen , sind die gleichen aber die Phase 
der emittierten Fluoreszenz ist um einen Betrag 
vers choben, der, in ' Zusammenhang mit der. Lebensdauer ,des 

20 angeregten Zustand des* Fluorophors. steht .U.S. —Pat. -Nr. 
4 . 9.37 .457 von Mitchell of fenbart. ein 
Frequenzbereichspektrof luorimeter, das eine einzige 
Anregungswellenlange, die mit mehreren, harmonisch in 
Zusammenhang stehenden, phasensynchronisierten Frequenzen 

25 moduliert wird, urn gleichzeitig die spektrale Reaktion 
und die Phasenveirschiebung eines einzelnen Fluorophors 
auf deiti gesatnten Bereich der verwende ten . • - 

Modulationsf requenzen zu bestimmen. Die erzeugten Da ten 
.werden verwende t, um die Lebensdauer der Fluoreszenz. 

30 eines Fluorophors zu bestimmen. 

Im U.S. -Pat . Nr. 5.032.-714 von Takahashi et al . wird eine 
Lichtwellenf ormmeBvorrichtung, zum Messe.n der Lebensdauer 
von Fluoreszenzlicht, dali .durch gepulste Laseranregung 
35 erzeugt wird, verwendest 1 Zwei- Laser-strahlen verschiedener 
Frequenz, von denen wenigstens einer gepulst ist, : werden 
verwende t, um. einen Strahl einer einzigen gepulsten 



Frequenz, der aus dem Summenf requenzmischen der Strahlen 
ausgewahlt wurde, zu erzeugen, Der Ausgangsstrahl. ist mit 
derselben Rate gepulst wie der gepulste Eingangsstrahl, 
der verwendet wird, urn einen Einzelphotonendetektor oder 
5 eine Streak-Kamera auszulosen. Der Detektor wird dabei 
mit dem Anregungsstrahl synchronisiert . 

Eine Identification und Unterscheidung mehrerer 
Fluorophore in einer Probe wird in U.S. -Pat- Nr. 
10 5.047.321 von Loken et al. offenbart. Jede Komponente mufi 
eine unterscheidbare, ; charakteristische 

Peakemissionswellenlange aufweisen, auf die der Detektor 
eingestellt wird. Fluorophore konnen mit einer einz'elnen 
WellenlEnge oder rait mehreren Wellenlangen angeregt 
15 werden, aber eine Erfassung findet in Bereichen statt, in 
denen die Peakemissionsspektren nicht uberlappen. 

In U.S. -Pat. Nr. 4 . 628 . 026, von Gardell et ' al . • wird ein 
automatisiertes System zur sequentiellen und ; 1L - 

20 alternierenden Anregung eines Probestucks durch zwei 

unterscheidbare Lichtwellenlangen offenbart. Das . System J:< 
klassif iziert Probestucke basierend auf dem Quotienten 
der Intensitaten des Fluoreszenzlichtes, die als Reaktion. 
auf die zwei Anregungswellenlangen von der Probe . 

25 sequentiell empfangen wird. 

Ein gleichzeitiges Auf zeichnen mehrerer Fluorophore , die 
durch eine einzelne Wellenlange mittels spektraler 
Filterung oder Trennung angeregt werden, wird in U.S . - 

30 Pat. Nr. 4.833.332 von Robertson Jr. et al. offenbart. 
Die Fluorophore, die uberlappende Emissionsspektren 
aufweisen, werden durch das Verhaltnis ihrer Emissionen 
unterschieden, die durch zwei spektrale Filter mit 
komplementaren Durchstrahlungsspektren durchgelassen 

35 werden. Das System -ist zu quantitativen Bestimmungen 
nicht imstande. 



Die Vorrichtungen gemafi clem Stand der :Technik, die 
Fluoreszenz bei nur einer Peakemissionswellenlange : 
messen, konnen nicht gleichzeitig mehrere Fluorophore 
raittels der Gesamtemission von jedem Fluorophor 
quarititativ erf assen. Die Vorrichtungen, die zur 
Unterscheidung mehrerer Fluorophore auf eine spektraie- 
Trennung angewiesen sind, konnen den Gesamtbeitrag jedes 
^ _*.v-iw^_ w^iiwj-^ ouo ,uciu ciiajjuea r . ;£U£>cuuiiieiigesei:zT:en 
Emissionsspektrum nicht trennen. 

Eine Verwendung von Lock-in-Verstarkern zur 
Signaler fassung 1st bekannt. Mittels eines Zweiphasen- 
: statt eines . Einphasen-Lock-in-Verstarkers kann der Wert 
des Phasenwinkels aus den Ausgangssignalen des . 
gleichphasigen und des 90°-phasenverschobenen Kanals 
hergeleitet werden . Dies ist zum Beispiel bei. der 
Cytometrie von Steinkamp und Crissman. (1992) verwendet 
wordenyvum zwischen Fluorophoren zu unterscheiden, • die 
verschiedene Zerf allszeiten auf weisen. Es ist auch von . 
Morgan et al. (1992) -vorgeschlagen .worden, daB diese - 
Methode in einem konf okalen Rastermikroskop verwendet 
werden sollte, urn Bilder zu erzeugen, die die 
Zerf alls zeit darstellen, die an jedem Bildpunkt, gemessen 
wurde . Ein nicht-konf okales . System, das die 
Zerf allszeiten bei alien Bildelementen gleichzeitig 
auf zeichnet, wurde durch Lakowicz und Berndt (1991) 
realisiert. Bei einem System zum Untersuchen von Objekten 
in. einer kontinuierlich fliefienden Losung, uber das Kurtz 
(1987) berichtet, wird ein einzelnes Fluorophor mittels 
zweier modulierter Anregungswellenlangen angeregt. Zwei , 
Lock-in-Verstarker werden. bei - dem System verwendet, das 
Messungen an einem einzigen Punkt durchfuhrt und keine 
Bilder erzeugt . * -> . .... ... ^ ' - 

Ein anderes Verfahren, urn; zwischen Fluorophoren mit 
verschiedenen Zerf allszeiten zu -/unterscheiden, ist. es, 
eine sich wiederholende Quelle kurzer, .optischer Impulse 
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und ein zeitkorreliertes Einzelphotonenzahlen zu 
verweriden. Dieses Verfahren ist auch mit einer 
Bildsynthese kombiniert worden. Ein nicht-konf okales 
System dieser Art wurde durch Morgan und Murray (1991) 
5 realisiert. Ein konf okales System mit Zeitabtastung wurde 
durch Buurman et al. (1992) realisiert. 

Der Begriff Fluoresenzlebensdauerbildsynthese (FLIM) 
wird, siehe Lakowicz und Berndt (1991), fur Methoden 

10 verwendet, die eine {Combination von Zerf allszeitmess.ungen 
und Bildsynthese darstellen. Auch offenbart eine 
Internationale PCT-Anmeldung W092/132 65 von Lakowicz und 
Berndt ein Verfahren und eine Vorrichturig zur Erf as sung 
und Messung physikalischer Merkmale einer Probe basierend 

15 auf einer mehrdimensionalen Phasenmodulations-FLTM. 

Wenigstens eine f luoreszierende Probe, die eine. bekannte 
oder variable Lebensdauer aufweist, wird durch :einen;i 
intensitatsmodulierten, Strahl angeregt und ein ... : -r 
Torsteuerungssignal wird verwendet, um das emittierte ^ 

20 Sekundarlicht zu vervielf altigen , • — 

Es ist eine Aufgabe, ein verbessertes Mikrof luorimeter 
vorzusehen, das imstande ist, gleichzeitig mehrere 
Fluorophore mit hSherer Effizienz quantitativ zu 
25 erfassen. * • ' ■ ■ 

Es ist eine andere Aufgabe der vorliegenden Erfindung, 
ein verbessertes Mikrof luorimeter vorzusehen, das 
gleichzeitig die Gesamtemissionen mehrerer Fluorophore 
30 oder die gesamten Emissionsspektreri, moglicherweise mit 
Ausnahme geringerer Teile, - verwendet . : ■ " 

Es ist eine weitere Aufgabe, ein verbessertes • 
Mikrof luorimeter vorzusehen, das . imstande ist, die 
35 einzelnen Beitrage von Fluorophoren mit uberlappenden 

Absorptionsspektren aus dem erfaliten, zusammengesetzten 
Emissionsspektrum zu trennen. 



Zusammenf assung der - Erf indung ... 

Die obigen Aufgaben wurden mit einem Mikrof luorimeter 
- gelost, das- an einer einzelnen Stelle mit zwei Oder niehr 
Wellenlangen gleichzeitig eine Vieizahl von - ■ . 
- f luorsszierenden Meioobjekteh anregt - Bei dem-bevorzugten 
Ausfiihrungsbeispiel wird jede Anregungswellenlange 
gewahlt, urn uberwiegend eines der Fluorophore * anzuregen. 
Die Intensitat der Anregung bei jeder Wellenlange wird 
bei einer separaten Frequenz zeitmoduliert . 

Bei dem erst en Ausfuhrungsbeispiel, wird die Strahluhg, 
die als Reaktion auf die zusainmengesetzte Anregung.. 
emittiert wird, in spektrale Anteile getrennt, die 
verschiedene Wellenlangenbander darstellen. . Eine. optische 
Filterung und optische Strahlteilung wird, verwendet , urn 
diese Trennung zu erreichen. Zwei Detektoren .'werden 
verwendet, torn die. separaten, spektralen Anteile der,,. - 
zusammengesetzten Emission zu erfassen. Ein 
frequenz synchronisierter Verstarker, der auf eine 
korrespondierende Modulationsf requenz synchronisiert 
wird, wird mit jedem Detektor verbundenV Die 
Unterscheidung, die durch die f requenzsynchronisierten , 
Verstarker durchgef iihrt wird, zusammen mit der 
Auf trennung in spektrale Anteile, die durch optische - 
Filter und einen Strahlteiler durchgef uhrt wird, 
ermoglichen eine Extraktion und das Messen der Beitrage, 
die jedes separate. Fluorophor exklusiv darstellen. Dies 
wird trotz der Tatsache erreicht, daJS die 

Emissionsspektren der Fluorophore stark tiberlappen konnen 
und trotz der moglichen Gegenwart uberlagernd- angeregter 
Spektren, die auftreten, wenn. die Wellenlange, die . 
uberwiegend ein -best irnmtes /Fluorophor.. anregt,- auch in 
einem gewissen .Umfang ein arideres: Fluorophor anregt . 
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Bei einer Variante des ersten Ausf lihrungsbeispiels werden 
zwei Einphasen-Lock-in- Verstarker mit jedem Detektor 
verbunden. Die beiden Verstarker werden mit verschiedenen 
Frequenzen synchronisiert, n&mlich den Frequenzen, die 
5 verwendet werden, urn die Intensitat der Anregung bei 

jeder der zwei Anregungswellenlangen zii modulieren. Alle 
einzelnen Komponenten der zusammengesetzten Emission, 
einschliefilich uberlagernd angeregter Beitrage, . werden 
extrahiert und gemessen. : 

10 

Bei noch einer anderen Variante des ersten 
Ausfiihrungsbeispiels werden zwei Eiiiphasen-Verstarker, 
die mit jedem Detektor verbunden sind, verwendet, wobei 
die zwei Verstarker auf die gleiche Frequenz abgestimmt 

15 werden. Die zwei Verstarker, die mit dem einen Detektor 
verbunden sind, werden beide auf die Frequenz abgestimmt, 
die verwendet wird, urn die Intensitat der Anregung bei 
der einen Anregungswellenlange zu modulieren; - die zwei v 
Verstarker, die mit dem anderen Detektor verbunden sind,^. 

20 werden beide auf die Frequenz abgestimmt, die verwendet v y 
wird, um die Intensitat der Anregung bei der anderen: ^ 
Anregungswellenlange zu modulieren. Die Phasenlagen der , ; 
beiden Verstarker, die mit jedem Detektor verbunden sind, 
liegen 90° auseinander. Zusammen fuhren die beiden 

25 Verstarker die Funktion eines Zweiphasen-Lock-in- 

Verstarkers aus, der einen gleichphasigen und einen 90°- 
phasenverschobenen Kanal einschliefit. 

Die zwei Ausgangssignale von jedem Zweiphasen-Verstarker 
30 werden bearbeitet, um den Betrag und den Phasenwinkel des 
Signals, das an dem Verstarker anliegt, zu erhalten, 
wobei wohlbekannte . Methoden verwendet werden. 
'Vdrzugsweise ; wird dies • digital durch eine 
Datenbearbeitungseinheit durchgef iihrt, die mit- den 
35 Ausgangen verbunden ist. Als ein Ergebnis werden. die. 

Amplitude des moduiierten Signals, das von dem Detektor 
empfangen wird, und eine Phasenverschiebung hergeleitet. 



Der Phasenwinkel; stellt in einer relativen -Ska-la die 
Verschiebung zwischen dem Phasenwinkel. der modulierten 
Anregung und dem Phasenwinkel der erfaliten Emission dar. 
Wenn.sich die molekulare Relaxations zeit .eines ■ - 
Fluorophors andert, ..wie sie es z.B. wegen einer Anderung 
.des pH-Wertes der Umgebung des Fluorophors tun kann; - .wird 

S:l f!h . Hi PSP PhacOTlTTQ-re«V-! aUi^/* ~3 t-\ nrr. i.,. . . 

— wn**- v wj. *j wiixcvuiiy CIHUICLXA . - Utii. £ji.J.fciKi: lSt 

betrachtlich, wenri die Modulationsf requenz hoch 1st.. - 
Deshalb ist bei der vprliegenden Variante des ersten ; 
Ausf iihrungsbeispiels. die verwendete Modulationsf requenz 
vorzugsweise eine Groflenordnung hoher als in den fruher 
beschriebenen Varianten. Die Vorrichtung liefert .gemaB 
der. beschriebenen Variante gleichzeitig und unabhangig 
die Phasenverschiebungen fur zwei verschiedene 
• Fluorophore. '.• 

Bei alien- Ausf Qhrungsbeispielen kann ein konfokales,., 
optisches Abtastsystem verwendet , werden, um Bildpunkt far 
Bildpunkt eines Stapels von Ebenen abzutasten, so da'fi 
volurnetrische. Da ten , von vers chiedenen Fluorophor en . 
gleichzeitig und unabhangig erhalten werden konnen. Daten 
konnen in einem Computer gespeichert und spater . 
abgebildet werden. Verschiedene Farben konnen verwendet 
werden, um Bereiche zu unterscheiden, die verschiedene 
Intensitaten eines Fluorophors oder, bei einer der 
Varianten des ersten Ausf uhrungsbeispiels/ „ verschiedene 
Zerfallszeiten eines Fluorophors darzustellen. In dem 
letzteren Fall wird -ein FLIM-Bild erhalten. Alternativ 
konnen Farben verwendet werden, um Beitrage von 

verschiedenen. Fluorophoren. zu. unterscheiden. Ein . 
dreidimensionales Bild des Volumens kann mitt els \ :/ 
Bildbearbeitungsmethoden, v wie z.B. Erzeugen. von , 
.Projektionen von verschiedenen Winkeln, Vergrpflern usw., 
wieder . erzeugt und genau untersucht werden. 
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Bei dem zweiten Ausf uhrungsbeispiel der vorliegenden 
Erf indung wird ein einziger Detektor verwendet. Dieses 
Ausf uhrungsbeispiel ist relevant in Fallen, in denen die 
. relativen Anderungen der Relaxationszeiten 
5 vernachlassigbar sind. Ein separater Lock-in-Verstarker 
wird itiit der Modulationsf requenz jeder 

Anregungswellenlange synchronisiert . Bei einer Variante 
des zweiten Ausf tihrungsbeispiels werden Zweiphas en-Lock- 
in-Verstarker verwendet, wobei.der gleichphasige Kanal 
10 mit einer Phasenlage nahe der des uberwiegend durch diese 
Wellenlange angeregten Fluorophors abgestimmt ist. 
Mittels des gleichphasigen und des 90°-phasenverschobenen 
Ausgangs jedes Verstarkers konnen alle Komponenten des 
zusammengesetzten Emissionsspektrums auf getrennt werden . 

15 

Die Phasenwinkel der Emissionsspektren sind Konstanten, 
da sich die Relaxationszeiten nicht andern, und werden 
aus Daten bestimmt, die in Bereichen erhalten werden, in 
denen nur eines der Fluorophore vorhandeii ist, Diese ' 

20 Bereiche konnen durch direkte Beobachtung ode r durch • 

Analyse des Datensatzes der gesamten Probe identif iziert 
werden. Die beschriebene Variante des zweiten \i 
Ausfuhfungsbeispiels ist demgemaU identisch. mit einer - 
Variante des ersten Ausf tihrungsbeispiels , bei der zwei * 

25 Einphasen-Verstarker mit jedem Detektor verbunden werden 
und die beiden Verstarker, die mit jedem Detektor 
verbunden sind, beide auf die gleiche Frequenz abgestimmt 
■ werden. 

30 Bei einer anderen Variante des zweiten 

Ausf iihrungsbeispiels wird ein Einphasen-Lock-in- 
Vexstarker - fur jede Anregungswellenlange verwendet. Die 
Phasenlage des Verstarkers wird auf die Position 
; abgestimmt, die einen maximalen Ausgangswert fur die 

35 Fluoreszenz, die durch das Uberwiegend angeregte 

Fluorophor emittiert wird,. ergibt. Mittels Einphasen- 
Verstarker konnen die Emissionsspektren, die jedem 
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; ; % 

liberwiegend angeregten Fluorophor- entsprechen, 
unterschieden werden. f - r •. .;, y 

Ein Vorteil des Mikrof luorimeters 1st, - daii mehrere 
5 Fluorophore glelchzeitig und unabhangig. mit hoherer . 
Ef f izienz quantitativ er fa-fit. werden-. 

. Ein anderer Vorteil 1st, da£ Beitrage von vexschiedenen 
Fluorophoren trotz eines Oberlappens ihrer 
10 . Emissions spektren und trotz einer Interf erenz von 

tiberlappend angeregten Spektren mit vernachlassigbarem 
, Irif ormationsverlust gemessen werden, 

Ein anderer Vorteil ist, . dafi alle Beitrage von jedem 
15 . Fluorophor > einschliefilich uberlappend angeregter * 
Spektren, glelchzeitig gemessen werden konnen. 

Ein weiterer Vorteil ist, dafi. 

Fluoreszenzlebensdauerbilder von vers chiedenen ■ y 
20 Fluorophoren gleichzeitig auf gezeichnet werden. 

Kurze Beschreibung der. Zeichnungen . / 

25 ■-. Fig. 1 1st • ein schematisches Blockdiagramm eines : : j 
■ quantitativen Zwei-Detektor-Mikrof luorimeters gemSB : . 
. unserer Er f indung . ~ ■ . . •* . 

Figuren 2a-d sind graphische Darstellungen, die einzelne 
30 Spektralkomponenten eines zusammengesetzten 

Ernissionsspektrums zeigen. ~, > 

Fig. 3 ist ein schematisches. Blockdiagramm einer ersten 
Variante der Vorrichtung aus Fig. 1, di,e als Merkmal. zwei 
35 Lock-in-Verstarker fur jeden Detektor aufweist. 
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Fig. 4 ist ein schematisches Blockdiagramm einer zweiten 
Variante der Vorrichtung aus. Fig- 1,. die als Merkmal zwei 
Lock-in-Verstarker fur jeden Detektor aufweist, die 
sowphl zur Phasenunterscheidung als auch zur 
Frequenzunterscheidung konfiguriert ist. 

Fig. 5 ist ein schematisches Blockdiagramm eines 
quantitativen Einzeldetektor-Mikrof luorimeters gemafi 
unserer Erfindung. 

Figuren 6a-d sind graphische Darstellungen, die einzelne 
Spektralkomponenten eines zusammengesetzten 
Emissionsspektrums zeigen. 

15 Figuren .7'a-d sind diagrammartige Darstellungen einer 
Phasenbeziehung zwischen der modulierten 
Anregungswellenlange und den modulierten 
Fluoreszenzemissionen zweier Fluorophore f tir jeden. der 
Lock-in-Verstarker. j K 

20 - ' : ■ - •• 

Fig. 8 ist ein Vektordiagramm der Phasenwinkel der 
Koinponenten des Ausgangssignals eines Zweiphasen-Lock-in- 
. Verstarkers 1 . 

25 Fig. 9 ist ein Vektordiagramm, das das Phasenverhaltnis 
der Komponenten des Ausgangssignals des Zweiphasen-Lock- 
in-Verstarkers 2 zeigt. 

Fig. 10 ist ein schematisches Blockdiagramm einer. 
30 Variante des zweiten Ausfuhrungsbeispiels der • 

vorliegeriden Erfindung, die Einphase.n-Lock-in-Verstarker 
vexwendet. 
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Detaillierte Beschreibung der.: bevorzugten 
Ausfuhrungsbeispiele v :: . 

Mit Bezug auf Fig. 1 wird. ein scheittatisches Blockdiagramm 
5 des exsten Ausf uhrungsbeispiels des quantitative}! 

Mi kr o f luo r ime t e r s g.ezeig.t, das zwei , . 

" Anregungswellenlangen, zwei Detektoren und zwei Lock-in- 
Verstarker verwendet , Monochromatisches Anregungslicht 
verschiedener Wellenlangen wird durch. ein . 

10 Li ch t quell enpaar : 12 und 14 vorgesehen,, Bei dem • . 

bevorzugten Ausf uhrungsbeispiel sind die Lichtquellen 12 
und 14 separate Diodenlaser, . obwohl irgendeine Quelle 
elektromagnetischer Strahlung, die in der Int ens i tat 
zeitmoduliert werden kann, verwendet werden kann. Die 

15 Intensitat. der Lichtquelle 12 wird durch einen Modulator .. 
16 gesteuert,. der bei einer Sinusf requenz' v x betrieben 
wird- Auf : ahnliche Weise wird die Lichtquelle 14 durch 
einen zweiten, Modulator 18 gesteuert, der bei einer, 
sinusf ormigeri Frequenz v 2 betrieben wird. Bei 'bevorzugten 

20 Ausf uhrungsbeispielen; kann . die Kombination der . ^ .. ; 
Lichtquelle .12 und des Modulators 16. alternativ durch 
einen kpntinuierlichen Gaslaser, gefolgt von einem 
elektrooptischen , oder . akustooptischen Modulator, der bei 
einer Frequenz, v x betrieben wird, realisiert werden. 

25, Eberiso -kann die Kombination der Lichtquelle 14 und des 

Modulators 18 durch einen kontinuierlichen Gaslaser, . , ; 
gefolgt. voh einem elektrooptischen pder akustooptischen 
Modulator, der bei einer Frequenz v 2 betrieben wird, 
realisiert werden. Bei bevorzugten Ausf uhrungsbeispielen 

30 sbllten diese Modulatoren imstande sein, bei Frequenzen 
bis zu 50 MHz betrieben zu werden, ,um ; t , 
Phasenverschiebungsmessungen entsprechend einem der, 
bevorzugten Ausf iihrungsbeispiele abzudecken. Realistische 
Werte der Modulationsf requenzen bei den anderen 

35 Ausf Uhrungsbeispielen sind : 2,2 und 3 , 0 MHz . . Einzelnef : 
Lichtstrahlen von den Lichtquellen 12 und 14 werden in 
einem Strahlenkombinator 20 vereinigt- bzw. dberlagert. 
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Der vereinigte Strahl durchlauft einen Strahlteiler 22, 
der Licht bei den AnregungswellenlSngen X z und X 2 
durchlafit. Ein Scanner 24 bzw. Abtaster fiihrt den 
vereinigten Strahl sequentiell an Stellen bei einer Probe 
5 26. Ein realistischer Wert der Abtastf requenz des 
Scanners ist 100. kHz- Bei dem bevorzugten 
Ausf uhrungsbeispiel ist der Scanner 24 ein konfokales * 
Lasermikroskop, obwohl eine jegliche Vorrichtung, die 
imstande ist, Anregung auf eine bestimmte S telle der. 
10 Probe 26 zu fokussieren und emittierte Strahlung von 

einer diskreten S telle der Probe 26 zu sammeln/ verwendet 
werden kann. Die Probe 26 kaiin irgendein 
^ lichtdurchlassiges Objekt sein, das mehrere Fluorophore 

enthalt. Solche Objekte schlieBen biologische Zellen und 
15 zweidiiriensionale Gele, die zum Trennen von Mischungen 

oder Schalenkulturen und ahnlichem verwendet werden, ein. 

Die zusairanengesetzte Fluoreszenz, die als Reaktion auf ^ 
die Anregung an dem Brennpunkt des Scanners 24. emittiert z& 

20 wird, wird von dem Scanner 24 gesammelt und zum \. t; 
Strahlteiler 22 gefiihrt,- der ein f requenzselektives ... 
Element aufweist, und dann durch einen anderen 
Strahlteiler 102 durchgeleitet, der emittierte 
Fluoreszenz zu den beiden . Detektoren 114 und 116 umlenkt.- 
) 25 Die Detektoren 114 und 116 konnen irgendeine Vorrichtung 
sein f die als Reaktion auf die durch die Fluorophore 
emittierten Photonen ein Signal erzeugt. Photomultiplier, 
die Photonen in elektrische Signale umwandeln r sind ; 
Beispiele solcher Vor richtungen .. Das halbref lektierende 

30 bzw. teildurchlassige Element des Strahlteilers 102 kann 
ein f requenzselektiver Spiegel sein, der sowohl eine 
Strahlteilung als auch eine spektrale Trennung . 
durchfiihrt. Zusatzlich konnen optische Filter 104 und 106 
verwendet werden. Der Effekt der optischen Filterung, die 

35 entweder durch ein f requenzselektives* Element, das in 

einem : Strahlteiler 102 enthalten ist, oder. durch optische 
Filter 104 • und 106 oder ■ zusammen durch diese Elemente 



durchgefuhrt wird, 1st, das gesammelte Licht In zwei.- 
Telle . auf zutrennen, die verschiedene Wellenlangenbander 
darstellen. Diese; Telle werden auf die -Detektoren .114 
beziehungsweise 116 auf geteilt . Die Detektoren 114 und 
5 116 konnen jegliche Detektoren sein, die als Reaktion auf 
. die durch die Fluorophore emit.tierten Photonen ein • ' _ 

elektrisches Signal erzeugen. Photomultiplier , die 

Phntnnpn in a VaVi-ri crho C! -i rrna 1 o. nwanH ol n on i-\A -Pai cninlo 

W — W V — — •3*- — —*- U v..o / w^^v-^ V_ -l_ ^_ 

solcher Vorrichtungen, Die Signale, die durch die 
10 Detektoren 114 und 116 . erzeugt werden, werden an ein 

Lock-in-Verstarkerpaar .30 und 32 gesendet . Der -Lock-in- 
Verstarker 30 wird mit der Modulations frequenz v^, die 
der Lichtquelle 12 von dem Modulator 16 auf gepragt wird, 
synchronisiert . Ahnlich wird: der Lock-in-Ver starker 32 
15 mit der Modulatidnsf requenz v 2 , die der Lichtquelle 14 ~ 
von. dem Modulator 18 auf gepragt wird, synchronisiert . Die 
Phasenlage j edes .Lqck-in-Verstarkers wird justiert,' urn* 
. das- Aus gangs signal zu maximieren. 



20 Mit Bezug ,auf die Figuren 7 2a-d zeigen . die Kurven einzelne 
Spektralkomponenten eines zusammengesetzten 
Emissionsspektrums r das von zwei Fluorophoren als 
Reaktion auf eine Anregung durch zwei Wellenlangen 
emittiert wird. Die Kurven beschreiben ungefahr die . 

25 Spektren zweier haufig verwendeter Fluorophore: TRITC 
. (Tetraethylrhodaminisothiocyanat) (Fluorophor A) und * 
Lucifergelb (Fluor ophor B) . X x und X 2 werden durch.. 
Untersuchungen der Absorptions spektren 42 beziehungsweise 
4 4 der Fluorophore A beziehungsweise B ausgewahlt* X x . 

30 . wird gewahlt , urn iiberwiegend Fluorophor A anzuregen,„ 
wahrend X 2 gewahlt wird, via iiberwiegend Fluorophor ,B ; 
. anzuregen. Fluorophor A- erzeugt als Reaktion auf X x ein 
Fluoreszenzemissionsspektrum 46 (I A ) . Fluorophor B 
erzeugt als Reaktion auf X 2 ein ; - / - 

35 Flubreszenzemissionsspektrum .50 (I B ) .und- als Reaktion auf 
X 1 ein geringeres Fluoreszenzemissionsspektrum 52 : {I b ) - 
Dieses .spatere, uberlagernd angeregte - Spektrum resultiert 
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aus der Tatsache, daft die Absorptionsspektren 42 und 44 
bei der Wellenlange X ± iiberlappen. Das zusammengesetzte 
Emissionsspektrum ist, wie in Fig. 2d gezeigt, als 
Reaktion auf eine Anregung durch X x und X 2 aUs den 
5 uberlagerten Spektren 46 (I A ) , 50 (I B ) und 52 (I b ) 
zusammengesetzt. 

Der Beitrag 50. (I B ) ist.de^r einzige der drei Emissionen, 
der rait der Frequenz v 2 moduliert ist.- Das 

10 Wellenlangenband 62 (b) , das zum Detektor 116 (Detektor 
2) abgelenkt wird, wird so gewahlt, daB der grofite Teil 
des Spektralbereichs des Beitrags 50 (I B ) eingeschlossen 
wird. Der gemessene Wert des Beitrags I B , der demgemafi 
von jeglichen anderen Beitr&gen zu der Gesamtemission 

15 abgetrennt wurde, .wird dann von dem Ausgangssignal. des 
Lock-in-Verstarkers 32 erhalten. - 

Die Beitrage 46 (I A ) und 52 (I b ) werden beide mit der 
Frequenz v x moduliert. Das Wellenlangenband 60 (a) , das 

20 zum Detektor 114- (Detektor 1) abgelenkt wird, wird so 
gewahlt, daB der" Spektralbereich des Beitrags 52:(I b ). 
ausgeschlossen' aber der groBte Teil des Spektralbereichs 
des Beitrags 46 (I A ) eingeschlossen wird. Der gemessene 
Wert des Beitrags I A , der demgemaB von jeglichen anderen^ 

25 Beitragen der Gesamtemission abgetrennt wurde, wird dann 
als ein Ausgangssignal von dem Lock-in-Verstarker. 30 
erhalten. : 

Die Ausgangssignale von den Lock-in-Verstarkern 30 und 32 
30 werden ari einen Computer 34 gesendet. Bei den bevorzugten 
Ausfiihrungsbeispielen ist der Computer 34 ein digitaler 
Computer und die Ausgangssignale von den Verstarkern. 30 
und 32 werden vor der Speicherung durch gewohnliche A/D- 
Wandler digitalisiert . Die Eingangssignale, die die 
35 Beitrage I A und I B von diskreten Stellen -in der Probe 26* 
darstellen, werden auf eine ortsspezif ische Weise in dem 
"Computer 34 gespeichert und konnen als ein 'Digit albild 



* auf einem Bildschirm abgebildet werden. Ein Bild> v daS: 
Fluorophor ,A darstellt,, oder. ein.Bild, \das Fluorophor B 
darstellt, kaixn separat abgebildet werden.. Alternativ 
kanii ein Bild, das die zwei Fluorophore, z . B . mittels 
5 Farben, urn sie voneinander zu unterscheiden, darstellt, 
g lei chze i tig abgebildet werden. Per Computer 34 kann. au.ch 
Projektionsbilder eines Stapels auf gezeichneter Bilder , 
die ein drei dimension ales , durchsichtiges Vo 1 umen - wi e 
z.B. eine Zelle, . die durch zwei verschiedene Fluorophore 
10 gekennzeichnet. ist, . darstellen, herleiten. und solche • ••• 
Projektionsbilder auf eine ahnliche Weise auf einem 
Bildschirm abbilden. In Fig. 1 sind gespeicherte Daten, 
die gemesserie. Werte von I A und I B darstellen, zur 
Visualisierung in digitale Bilder 72 und ,78 abgebildet . 

' is .., , . ' , ' ^ . . ' ^ : -. ' ; / v 

Mit Bezug" auf Fig. 3 sind zwei Lock-in-Ver starker 122 und 
124 fur. den Detektor. 114. (Detektor 1) und zwei Lock-in- 
Verstarker .126 und 128 fur den Detektor 116 (Detektor 2) 
vorgesehen. Die. Lock-in-Ver starker 122 und 126 sind .auf 
20 • einen Modulator 16 (Modulator 1) . festgelegt und die Lockr. 
in-Verstarker. 124 und .128 sind auf einen Modulator. 18. 
(Modulator 2) festgelegt. Die Phasenlage j edes' Lock-ih- 
Verstarkers wird justiert, urn das Ausgangssignal zu 
maximieren. 

25 . .. \ . • . /< ; ; . ' 

Wie zuvor wird das Wellenlahgenband, das zu Detektor .116 
(Detektor 2) abgelenkt wird, . so gewahlt, dafi . es den : 
grofiten Teil des Spektralbereichs des Beitrags 50 (I B ) 
einschliefit ; Es wird auch groJiere Telle des Beitrags des 

30 iiberlagernd angeregt en, Beitrags 52 (I b ) einschliefien. Der 
Beitrag 50 (I B ) wird mit , der Frequenz v 2 .moduliert,. 
wahrend. der Beitrag 52 (I b ) mit der . Frequenz-v r moduliert 
wird. Der Lock-in-Verstarker : 12 6 , wird , auf die- Frequenz v t 
festgelegt und' der . Lock-in-Verstarker 128 wird auf .die 

35 . FrequenZ:.v 2 festgelegt ... Der gemessene Wert des Beitrags 
50 (1 B ). wird dann, getrennt von jeglichem der anderen, 
Beitrage, ti.h- getrennt von Beitrag 52 (I b ). und von. 
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Beitrag 46 (I A ) , die beide mit der Frequenz v x moduliert 
werden, als ein Ausgangssignal vom Lock-in-Verstarker 128 
erhalten. Ebenso wirdder gemessene Wert des Beitrags 52 
(I b ), getrennt von Beitrag 50 (I B ) , der mit der Frequenz 
5 v 2 moduliert wird^ und mdglicherweise mit einiger 
Interferenz von Beitrag 46 (I A > / dessen spektraler 
Bereich in hohem MaBe in dera an Detektor 114 (Detektor 1) 
abgeleiteten Wellenband liegt, als ein Ausgangssignal vom 
Lock-in-Verstarker 126 erhalten. Wenndiese Interferenz 
10 nicht vernachlassigbar ist, kann sie, wie unt.en 
erlautert, ausgeglichen werden. 

Das an Detektor 114 (Detektor 1) abgelenkte 
. Welleniangenband wird so gewahlt, dafi der Spektralbereich 

15 des Beitrags 52 (I b ) ausgeschlossen wird aber der grofite 
Teil des Beitrags 46 (I A ) , der mit der Frequenz. v x 
moduliert wird, eingeschlossen wird. Der gemessene Wert .jr 
des. Beitrags 46 (I A ) wird, getrennt von alien • anderen 
Beitragen einschlieBlich Beitrag 50 (I B ) , der.: mit ..der 

20 Frequenz v 2 moduliert wird, als ein Ausgangssignal. von 

dem Lock-in-Verstarker 122 erhalten/ der auf : die Frequenz 
v x abgestimmt wird* 

Der gemessene Wert des Beitrags 4 6 (I A ) schlieBt nicht .j, 
25 den kleineren Teil dieses Beitrags, der an Detektor 116 
(Detektor 2) abgeleitet wird, ein. In Fallen, in.denen 
dieser kleinere Teil, der mit einem beachtenswerten 
Betrag proportional dem gemessenen Teil 1st, der an 
Detektor 114 (Detektor 1) abgeleitet wird, nicht 
30 vernachlassigbar ist, kann er direkt als ein. Teil des 
gemessenen Teils des Beitrags 46 (I A ) erhalten werden, 
der von Detektor 114 (Detektor 1) erhalten wird. DemgemaB 
konnen, wenn notig, durch Subtraktion dieses Teils 
gemessene . Werte von Detektor 116 (Detektor 2) auf die. 
35 . Interferenz des Beitrags 46 (I A ) hin korrigiert werden. 
Dieser Vorgang wird vorzugsweise von dem Computer 34 
durchgefiihrt . < , . 



Der- Zwec'k des Lock-in-Verstarkers 124 , der auf die ... . .. 

Frequenz v 2 abgestimmt wird, ist es, .ein Ausgangssignal 
vorzusehen, das ein gemessener Wert eines mdglichen 
Beitrags I A ist/. der einen uberlagernd angeregten Beitrag 
von Fluorophor A . darstellt,. der durch die Wellenlange X 2 
angeregt wird. Dieser Beitrag tritt auf, wenn . 

2\ V-\ c? riy*r\+" t n'n c enAlrfvon AO i -i -r-> A A r»n y^U V-^ -i ,J ^ ^_ TiT^T T ^ — T *i 

uberlappen. Der Einfachheit halber ist . dies in Fig . 4, 
nipht der Fall. Der Hauptteil des Beitrags I A befindet 
sich, wenn er auf tritt, innerhalb des Spektralbereichs 60 
(a), der an Detektor 114 geleitet wird. 

Die Ausgangssigna;le der Lock-in-Verstarker 122, 124, 126 
und 128 werden an den Computer 34 gesendet. Die 
Eingangssignale. an deri Computer 34, die die Beitrage I A , 
I a"/ I B ' beziehungsweise I b von diskreten Stellen In der 
Probe 26 darstellen, werden auf eine ortsspezif ische 
Weise in dem Computer 34 gespeichert und konnen als • 
digitale Bilder auf dem Bildschirm abgebildet werden^- Wie. 
in' der Beschreibung des vorhergehenden. 

Ausfuhrungsbeispi^les erlautert, konnen sie separat oder 
zusammen und in Proj ektipnsbildern von einem Volumen 
gezeigt - werden. Zusatzlich konnen Quotientenbilder ; 
abgebildet werden, die I a /I A oder I b /I B darstellen und 
Information uber die Form der Anregungsspektren der ; 
Fluorophore A beziehungsweise B iibermittelh. . In Fig. <3 
werden die gespeicherten Daten, die die gemessenen Werte 
von I A , I a , I B und I b darstellen, z-ur Visualisierung in 
die Bilder 72, 74, 76 und 78 hinein abgebildet . 

Eine Variante . der Vorrichtung aus Fig. 3 wird in Fig. 4 
gezeigt, in der die. Lock-in-Verstarker 122 und/124 beide 
auf den Modulator 16 f estgelegt werden und die, .Lock-in- 
Verstarker 126 und 128 beide auf . den Modulator '.'-18. 
f estgelegt werden. .. Die Phasenlage des Verstarkers 124, 
wird relativ zur Phasenlage des . Verstarkers . 122 urn :. 90° 
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verschoben und die Phasenlage des Verstarkers 128 wird 
relativ zur Phasenlage des Verstarkers 126 um 90° 
verschoben. Die. Verstarker 122 und 124 bilden zusammen . 
einen Zweiphasen-Lock-in-Verstarker mit einem 
5 gleichphasigen und einem 90°-phasenverschobenen Kanal . 
Auf die gleiche Weise bilden die Verstarker 12 6 und 128 
auch solch einen Verstarker. Die Ausgangssignale I T und 
I" eines Zweiphasen-Lock-in-Verstarkers bilden die x- und 
y-Komponenten eines Vektors, der in Polar koordinat en den 
10 Betrag und den Phasenwinkel des Signals, das am 

Verstarker anliegt, darstellt. Die Umwandlung, um diesen 
Betrag und diesen Phasenwinkel von jedem der Zweiphasen- 
Lock-in-Verstarker zu. erhalten, wird von dem Computer 34 
durchgef xihrt. 

15 ' ' \ 

Der Phasenwinkel stellt, abgesehen yon einem Versatz 
(bzw. Of fset) , der durch Einstellung des Zweiphasen-Lock-^- 
in-Verstarkers beseitigt werden kann, die ; 
Phasenverschiebung zwischen der Wellenform der ^ 

20' modulierten Anregung und der Wellenform der erfaBten - 

Emission dar. Mit den Modulations frequenzen 2,2 und 3,0 
MHz und mit Fluorbphbren, die haufig zum Kennzeichnen 
bzw. Markieren verwendet werden, ist der Phasenwinkel 
sehr klein, in der GroBenordnung von wenigen Grad. Er 

25 wird'< sich nicht betrachtlich von einer Stelle der Probe • 
zu einer anderen andern. Daher ist die Einstellung der 
Phasenlage eines Lock-^in-Verstarkers zur Maximierung des 
Ausgangssignals gewohnlich ziemlich unkritisch. Diese Art 
von Einstellung mufi durchgef uhrt werden, wenn die Lock- 

30 in— Verstarker von dem zuvor beschriebenen 

Ausfuhrungsbeispielen verwendet warden. Wenn 
Modulationsf reguenzen verwendet werden, die viel hoher 
sind", und/oder Fluorophore verwendet werden, die langere 
Zerfallszeiten aufweisen, konnen betrachtliche 

35 Phasenverschiebungen auftreten. Dies i^t der Fall, der 

far das vorliegenden Ausf iihrungsbeispiel angenommen wird. 
Von den Ausgangssignalen der Verstarker 122 und 124 wird 



die Phasenverschiebung <j> A des. Fluorophors A yon dem . . / 
Computer 34 hergeleitet und von. den Ausgangssignalen der 
Verstarker 126 und 128 wird die Phasenverschiebung <|> B des 
Fluordphors B von dem Computer 34 hergeleitet. 

Der. Betrag-, der von dem Computer aus den. Ausgangssignalen 
der Verstarker 122 und 124 hergeleitet wurde, ist der; 

— *wwwn-**v- »» s^o. ^^=o ijiiLLooiUiiD ^>p^rL Liiui5 x^y Qer aur eme 
identische Weise wie in der Spezif ikation . des 
Ausfuhrungsbeispiels gemali Fig. 1 von anderen Beitragen 
zur Gesamtemission isoliert wurde. Analog ist der Betrag, 
der von dem Cbmputer aus den Ausgangssignalen der 
Verstarker 12 6 und 128 hergeleitet wurde/ der g ernes sene 
Wert des Emissionsspektrums I B . Die Phasenverschiebung (j> 
eines Fluorophors; ist direkt mit der Zerf allszeit ". x des 
Fluorophors gemafi der Beziehung tan cj> = 27C v x 
korreliert , in der v die Modulations frequenz ist. Aus der 
gemessenen Phasenverschiebung konnen demgemaft die 
Zerf alls zeiten bestimmt werden . DemgemaB konnen . 
Zerfallszeiten fur j eden ; Bildpunkt eines abgetasteten / ; 
Bildes berechnet und abgebildetr werden, wobei z^satzlich 
zu einem Intensitatsbild des Fluorophors auch ein 
Zerfallszeitbild vorgesehen wird, das alternativ in der 
Literatur als "Bild der Lebensdauer der Fluoreszenz'V 
■Bezeichnet wird. Dies wird gleichzeitig und unabhangig . 
fur zwei Fluorophore A und B durchgefuhrt . In Fig; 4 
werden gespeicherte Daten, die die gemessenen Werte I A , 
4>A/ I B und <f> B darstellen, zur Visualisierung in digitale 
Bilder 72, 73, 78 und 79 hinein abgebildet . ..... , 

Mit Bezug auf .Fig. 5. wird ein schema tisches Blockdiagramm 
des zweitea Ausfuhrungsbeispiels : des quantitativen 
Mikrofluorimeters, das zwei Anregungswellenlangen, einen 
einzigen Detektor und- zwei Zweiphasen-Lock-in- Verstarker. 
verwendet, gezeigt. Wie in Fig. 1, die das Zwei-Detektor- . 
Ausfuhrungsbeispiel beschreibt, wird monochromatisches 
Aiiregungslicht verschiedener - Wellenlangen durch .ein- 
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Lichtquellehpaar 12 und 14 vorgesehen. Auch wird wie in 
Fig. 1 die. Intensitat der Lichtquelle 12 von einem 
Modulator 16 gesteuert, der bei eirier sinusf ormigen 
Frequenz v x betrieben wird, und die Lichtquelle 14 wird 
5 von einem Modulator 18 gesteuert, der bei einer separaten 
Frequenz v 2 betrieben wird. Bei bevorzugten 
Ausfuhrungsbeispielen sind die Modulatoren 16 und 18 
, : elektrooptische Modulatoren oder akustooptische 
Modulatoren, die bei Frequenzen von bis zu 50 MHz 

10 betrieben werden. Irgendein Modulator, der bei 

Frequenzen, die vorzugsweise wenigstens zweimal grofier 
als die Abtastf requenz des Mikrof luorimeters sind, kann 
eingesetzt werden. Auf die gleiche Weise wie in Fig. 1 
werden einzelne Lichtstrahlen von den Lichtquellen 12 und 

15 14 in einem Strahlkombinator 20 vereinigt; der vereinigte 
Strahl tritt durch den Strahlteiler 22, der Licht bei den 
Wellenlangen X x und X 2 durchlafit, und ein Scanner .24 ^ 
fiihrt den vereinigten Strahl sequentiell ; an Stellen 
irmerhalb einer Probe 26. Die zusammengesetzte . > a ; _ 

20. Fluoreszenz, die als. Reaktion auf eine Ahregung an dem : , * 
Brennpunkt des Scanners. 24 emittiert wird, wird von dem 
Scanner 24 gesammelt und an' den Strahlteiler 22 gefuhrt. 

In Fig\ 5, die das quantitative Mikrof luorimeter mit ^ 
25 einem einzelnen Detektor beschreibt, nimmt dennoch der 
Detektor 28 die Stelle der Detektoreri 114 und 116 ein, 
die in dem Zwei-Detektor-Ausfuhrungsbeispiel verwendet 
wurden. Der zweite Strahlteiler 102 wird bei diesem. 
Ausfiihrungsbeispiel auch nicht verwendet. Der Detektor 28 
30. sammelt die emittierte Fluoreszenz, die von dem 

Strahlteiler 22 abgelenlct wurde. Das Signal, das von dem 
Detektor 28 erzeugt wurde, wird an ein Lock-in- 
Verstarkerpaar 30 und 32 gesendet. Der Lock-in-Verstarker 
30. wird mit der Modulationsf requenz V x , die der . . . 
35 Lichtquelle 12 von dem Modulator 18 aufgepragt wird, 

synchronisiert . Bei dem bevorzugten Ausfiihrungsbeispiel 
sind die Lock-in-Verstarker 30 und 32 Zweiphasen- 



Verstarker, die zwei Ausgangssignale erzeugen, die 
Araplituden der auf gezeichneten Wellenf orm an Phasenlagen 
darstelleh, die 90° entfernt sind. Die Ausgangssignale 
von den Lock-in-Verstarkern 30 und 32 werden an einen 
5 Computer 34 gesendet Der Computer 34 speichert auf eine 
ortsspezif ische Weise die Eing.angs signal e , die j eder . 
diskreten Stelle in der Probe 26 entsprechen, und 
rekonstruiert rnathertiatisch die <einzelneii 
Spektralkomponenten, die der Anregung jedes Fluorophors 

10 durch jede Wellenlange entsprechen. Wie bei Fig . . 1, bei 
dem bevorzugten Ausf uhrungsbeispiel, ist der Computer .34 
ein digitaler. Computer . und die Ausgangssignale von den 
Verstarkern 30 und 32 werden vor dem Speichern durch 
konventionelle A/D-Wandler digitalisiert.. ■ 

15 . / . • .'■ ■ ."■ . / ; . - . .' - . 

Die.Kurven zeigen, nun die Figuren 6a-d betreff end, die 
. einzelnen Spektralkomponenten i eines zusammengesetzten . 
Emissionsspektrums, das*, durch zwei Fluorophore ai.s^ 
Reaktion auf eine Anregung mi t zwei Wellenlangen 

20 .„ emittiert- wird. X 1 beziehungsweise. X 2 werden durch 

Untersuchung der Absorptionsspektren .142. und 144 der. . 
Fluorophore A beziehungsweise B gewahlt . X x wird gewahlt, 
ura uberwiegend* das Fluorophor A anzuregen, wahrend 7^ 
gewahlt. wird/. urn tiberwiegend das Fluorophor. B. anzuregen it : 

25 Das Fluorophor A erzeugt als Reaktion auf X x ein 

Hauptf luoreszerizemissionsspektrum 146 (I^i) /und als, 
Reaktion auf X 2 ein geringeres, uberlagernd angeregtes 
Fluoreszenzemissionsspektrum 148 (1^) Dies resultiert 
aus der Tatsache, dafi die Absorptionsspektren 142 und 144 

30 uberlappen, Ahnlich' erzeugt das Fluorophor B als Reaktion 
auf ^ 2 ein Hauptf luoreszenzemissionsspektrum 150 d B2 ) 
und als Reaktion auf X 1 ein geringeres, ilberlagernd 
angeregtes Fluoreszenzemissionsspektrum 152 . ,(l^i) ... ;Eine 
Anregung bei der Wellenlange erzeugt eine 

35 zusammengesetzte Reaktion . 154, die die Surame der, 

Hauptreaktioh 14 6 des Fluorophors A und der, t uberlagernd 
angeregten Reaktion 152. des* Fluorophors B (1^.+ I B i): ist.. 
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Ahnlich erzeugt eine Anregung bei der Wellenlange X 2 eine 
zusaramengesetzte Reaktion 156, die a us der Hauptreaktion 
150 des Fluorophors B und der iiberlagernd angeregten 
Reaktion 148 des Fluorophors A (T B2 +' I A 2> besteht. Ein 
5 zusammengesetztes Emissionsspektrum 14 0 als Reaktion auf 
die Anregung rait X ± und X 2 ist aus der Summe der 
Emissionsspektren 146, 148, 152 und 150, (I A1 + Ia2; + " x bi + 
I B2 ) zusamraengesetzt. 

10 Das Phasenverhaltnis zwischen Wellenf ormen der 

modulierten Anregungsstrahlen und der korrespondierenden, 
emittierten Fluoreszenz wird,. nun die Figuren 7a-d 
betreffend, gezeigt. Die Intensitatsmodulation des 
Stxahls, der eine Anregungswellenlange ^ x aufweist, wird 

15 durch eine sinusf ormige Wellenform 160 dargestellt. Das • 
Fluorophor A reagiert auf X t mit einem sinusformig 
modulierten Hauptf luoreszenzsignal 162. Das Fluorophor Ex.- 
reagiert rait einem geringeren, liberlappend angeregten 
Fludreszenzsignal 164 auch auf X 1 . Die Frequenzen des 

20 Anregungssignals 160 und der Fluoreszenzsignale 162 und . 
164 sind die gleichen und werden von dem Lock-in- - 
VerstSrker 30 aufgefangen, der mit der 

Modul'ationsf requenz v x von 7^ synchronisiert ist . Die • 
Phase der emittieren Fluoreszenzwellenf orm unterscheidetc 

25 sich dennoch von der Anregungswellenf orm. Das 
Phasenverhaltnis zwischen der emittieren 
Fluoreszenzwellenf orm und der Anregungswellenf orm hangt 
von der Fluoreszenzrelaxationszeit der einzelnen • 
Fluorophore und von der Modulations f requenz * ah* Der -Lock- 

30 in-Verstarker 32 wird mit der Modulationsf requenz v 2 von 
X 2 synchronisiert. Das Fluorophor B, das tiberwiegend 
durch X z angeregt wird, emittiert - ein moduliertes 
Hauptfluoreszenzsignal 168, wahrend das Fluorophor A ein 
geringeres f moduliertes, iiberlagernd angeregtes ' 

35 Fluoreszenzsignal 170 emittiert. Die Fluoreszenzsignale 
168 und 170 weisen die gleiche Frequenz wie die Anregung 
. 166 auf und werden von dem Lock-in-Verstarker 32* 
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aufgefangen* Dennoch unterscheiden sich: die Phasen der 
emittierten Fluoreszenzsignale 168 und 170 von der Phase 
der Anregung 166. 

5 Die Vektorkomponenten und Phasenwinkel des gleichphasigen 
.. . .und 9.0°-phasenverschobenen * Kanals der Lock-in-Ver starker 
30 beziehurigsweise 32 werden, nun die Figuren 8 und. 9 
betreffend,- gezeigt* Fiir den Verstarker 30 wird das 
Ausgangssignal des gleichphasigen Kanals durch den Betrag 

10 I X T dargestellt und das Ausgangssignal des 90°- 

phasenverschobenen Kanals wird durch den Betrag 1^ 
dargestellt. Das Eingangssignal an den Verstarker 30 wird 
durch einen Vektor der Amplitude I x bei dem Phasenwinkel 
V x an den gleichphasigen Kanal dargestellt.. Dieses 

15 besteht aus der Vektorsumme der Signale, die jedem 

Fluorophor entsprechen, die durch I A1 bei einem Winkel V A1 
fur Fluorophor A und I B1 bei einem Winkel V B1 fur 
Fluorophor B ^dargestellt werden... Eine ahnlich Bezeichnung 
wird bei Fig, 9 verwendet, wobei fiir die Komponenten des 

20 . Lock^iri-Verstarkers 32 der Index 2 den Index 1 ersetzt. 
Die folgenden Glei'chungen werden in dem Computer 3 4 
verwendet, urn die Ausgangssignale, der Verstarker 30 und 
32 in die Vektorkomponenten fur die Fluorophore A und B 
auf zulosen: . 
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Ii T = Ii cos V x = Iai. co ? + I B1 cos V B1 

I 2 f - I2 cos V 2 = Ia2 cos V a2 +'• I B2 cos V B2 (El) 

Ii" = I x sin V x = I A1 sin V^ + I B1 sin V B1 • 

I 2 " « I 2 sin V 2 = 1^ sin + I B2 sin V B2 



Die Phasenlage des gleichphasigen Kanals ist abgestirnmt, 
•urn. nahe bei der Position zu sein, die einen Maximalwert 
. fiir das Ausgangssignal von dem uberwiegend angeregten 
35 Fluorophor ergibt. Demgemaft wird der Lock-in-Verstafker 

30 abgestirnmt, urn uberwiegend Signale von Fluorophor .A zu 
erfassen, wahrend der Lock-in-Verstarker 32 abgestirnmt 
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wird, urn uberwiegend Signale von Fluorophor B zu 
erf assen . . 

4f 

Urn die Winkel und zu bestimmen, ist es notwendig, 

5 Daten von einem Bereich zu sammeln, in dem das Fluorophor 
A aber nicht. das Fluorophor B vorhanden ist. In diesen 
Bereichen: 

Diese Bereiche konnen durch direkte Beobachtung oder 
durch Suchen des Datensets, das den Stellen in. der ganzen 
Probe 2 6 entspricht, die auf eine ortsspezif ischen Weis# 
20 in dem Computer 34 gespeichert wurden. Bereiche/ in denen 
das Fluorophor A aber nicht das Fluorophor B vorhanden ; 
ist, k6nnen durch die Tatsache identif iziert werden/ daB' 
I 2 , /Ii in diesen Bereichen minimiert ist. 

25 V B1 und V B2 konnen auf ahnliche Weise von Bereichen 

bestixnmt werden, in denen das Fluorophor B aber nicht da's 
Fluorophor A vorhanden ist. In jenen Bereichen: 

30 tan V B1 

tan V B2 

35 

Bereibhe in dem Datenset, in denen das Fluorophor B aber 
nicht das Fluorophor A*. vorhanden ist, werden durch die 
40 Tatsache gekennzeichnet, daB , I 1 1 /I 2 T minimiert ist . 



10 tan V A1 = 
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tan = 



Ii" 



Nachdem er die Werte fur V A1/ V A2 , V B1 und V B2 bestimmt 
hat, kann der Computer 34 die vier simultanen Gleichungen 
(El), die vier Unbekannte, I A1 , I A2 , I B1 und I B2 , ■ 
aufweisen, itiittels koriventioneller numerischer Methoden 
losen. Bei den bevorzugten Aus f uhrungsbeispxelen werden 
die hergeleiteten Betrage 1^, 1 A2 , I B1 und I B2 , die die 
einzelnen Komponenten des zusammengesetzten 
Emissionsspektrums 140 darstellen, "fur jede in der Probe 
2 6 abgetastete Stelle digital in dem Hauptspeicher des 
Computers 34 gespeichert. Die Daten konnen von dem 
Computer 34 als abgebildete Bilder 172, 174, 176 und 178, 
die in Fig. 5 entsprechend der Komponenten I A1 , I A2 , i B1 
beziehungsweise I B2 * gezeigt werden, ausgegeben werden 
Oder zuiti weiteren Bearbeiten verwendet. werden.; 

Ein schematische Blockdiagramm einer Variante des zweiten 
Ausfuhrungsbeispiels der Erfindung, das Einphasen-Lock- 
in-Verstaker verwendet, wird, nun Fig . 10 betreffend, 
gezeigt . Wenn die Probe 26 zwei Fluorophore enthalt,; dier 
verschiedene Relaxationszeiten aufweisen, unterscheiden 
sich die Wellenf ormen, die der Fluoreszenzanregung 
entsprechen .die durcb die Fluorophore erzeugt werden, in * 
der Phase. Die Phasenlage des Lock-in-Verstarkers 30^ der 
uberwiegend die Emission des Fluor ophors A auf nimmt , wird; 
auf die Lage abgestimmt , . die den Beitrag von der - 
Wellenf orm, die durch das Fluorophor B erzeugt wird, - 
ausloscht. Die Phasenlage des Lock-in-Verstarkers 32, der 
uberwiegend die Emission des Fluorophors B auf nimmt, wird 
auf die Position abgestimmt, die den Beitrag von der 
Wellenf orm, die durch das Fluorophor A erzeugt wird,- 
ausloscht. Bereiche, in denen ein Fluorophor vorhanden, 
dasandere aber nicht vorhanden 1st, werden durch direkte 
Beobachtung bestimmt. 

Bei. einer Variante des zweiten. Ausfuhrungsbeispiels 
dieser- Erfindung, die Einphasen-Lock-in-Verstarker * 
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verwendet, ist eine zugrundeliegende Annahme, dali fur 
jedes Fluorophor die uberlagernd angeregte Emission* 
proportional der Hauptemission ist. Eine solche Annahme 
ist jedoch bei den Varianten, die bei dem ersten 
5 Ausftihrungsbeispiel der Erfindung dargestellt sind, nicht 
notwendig. Die Lock-in-Verstarker 30 und 32 werden auf 
die Lagen abgestimmt, die maximale Leistung von dem 
uberwiegend angeregten Fluorophor ergeben. Der 
Verhaltnisf aktor des uberlagernd angeregten Beitrags zu 

10 dem Hauptbeitrag wird von Bereichen erhalten, in denen 
nur ein einziges Fluorophor vorhanden ist. Solche 
Bereiche konnen durch Abtasten des Datensets nach 
Minimalwerten der Quotienten I2/I1 und I1/I2 erhalten 
werden. In Fallen, in denen die Fluorophore A und B 

15 verschiedene Relaxationszeiten aufweisen, kann der 

Computer 34 nur die Betrage 1^ und I B2 herleiten, die 
einzelne Komponenten des. zusammengesetzten .p. 
Emissionsspektrums 140 darstellen. Die Daten konnen von lt 
dem Computer 34 als abgebildetes Bild 172 fiir I A1 von / 

20* Fluorophor A und 174 fur I B2 von Fluorophor B ausgegeben- 
werden. 

In den Beispielen, die in Fig. 2 gegeben werden, waren 4 
die verwendeten Fluorophore TRITC beziehungsweise ^ 
25 Lucifergelb bei 514 beziehungsweise 458 nm. Diese 

Fluorophore wurden mittels zweier Argonionenlaser von 
jeweils etwa 1 Watt Ausgangsleistung bei 0,7 MHz* 
beziehungsweise 0,9 MHz moduliert. Pie 
Bildpunktaufnahmerate war 100 kHz 

30 

Die Fahigkeit dej: vorliegenden Erf indung, mehrere 
Fluorophore gleichzeitig quantitativ zu erfassen, kann in 
einer Vielzahl von Anwendungen verwendet werden. Diese 
schliefien die quantitative Analyse f luoreszierend 
35 gekennzeichneter Verbindungen, die elektrophoretisch 

getrennt wurden, wie z.B. die einzelne Basen bei einem 
DNA-Sequenzieren, eiri. Zusatzlich kann die Kinetik von 
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Reaktionen, die f luoreszierend gekennzeichnete 
Verbindungen in intakten Zellen urafafit, verfolgt 'werden 
Zum Beispiel konnen Bereiche, in denen die 
Fluoreszenzrelaxationszeit spezielle Werte annimmt, aus 
auf gezeichneten Bildern extrahiert werden. Dies wiirde 
einen. v.ollig neuen Weg-erof f nen, mikroskopische 
Strukturen in drei Dimensionen zu analysieren und 
^iisntit ati v zu srf ssssn » 
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15 1 . Eine Vorrichtung zuin quantitativen Erf assen von 
fluoreszierenden MeBobjekten durch Anregung iriit 
elektromagnetischer Strahlung mit mehreren, diskreten 
Wellenlangen, die aufweist: 

ein Mittel zum Fiahren von zwei Strahlen mit 

20 kontinuierlicher, elektromagnetischer Strahlung, wcbei 

jeder Strahl eine diskrete Wellenlange aufweist und wobei 
die Strahlen zusammen auf eine abtastende Weise auf eine 
Vielzahl yon einzelnen Stellen auftref f en, an denen 
f luoreszierende MeBobjekte vorhanden sind, auftref fen und 
j 25 deren Anregung bewirken; . 

ein Mittel zum Modulieren der Intensitat jedes 
Sfcrahls mit verschiedenen Modulationsf requenzen, urn jedem 
Strahl eine spezielle, zeitmodulierte Wellenform 
aufzupragen; 

30 ein Mittel zum Erf assen der zusammengesetzten 

Fluoreszenzemission von den Mefiobjekten als Reaktion auf 
die Anregung; und 

ein Demodulationsmittel, das mindestens zwei 
Lock-in-Verstarker aufweist', wobei jeder Verstarker einer 
35 anderen Modulationsf requenz zugeordnet ist, um die 

. Beitrage, die jeweils mit den MefJobjekteri korre.sporidieren, 
aus der erfafiten, zusammengesetzten Fluoreszenzemission zu 



extrahieren, wodurch die MeBobjekte quantitativ erfaJJt 
werden. , 



2. Die Vorrichtung nach Anspruch 1, bei ,der das Mittel 
zum Erfassen der zusammengesetzten Fluoreszenzemission von 
den MefSobjekten zwei Detektoren aufweist. 

3. , Die Vorrichtung nach Anspruch 1, bei der das Mittel 
zum Erfassen der zusammengesetzten Fluoreszenzemission von 
den Mefiobjekten. einen einzigen Detektor aufweist. 

4. Eine Vorrichtung zum quantitativen Erfassen von 
fluoreszierenden MeBobjekten, die raumlich in einer Ebene.. 
verteilt sind, durch Anregung mit elektromagnetischer 
Strahlung mit mehreren, diskreten Wellenlangen, wobei die 
Vorrichtung aufweist, 

ein Mittel zum Fuhren von zwei Strahlen von 
elektromagnetischer Strahlung mit verschiedenen, diskreten 
h Wellenlangen zu einer Vielzahl von einzelnen: Stellen in 
einer Ebene , wo fluoreszie rende MeBobjekte vorhanden' sind, 
auf eine abtastende Weise, wpbei^ die Anregung der 
Mefiobjekte bewirkt wird; * 

ein Mittel, zum Modulieren jedes Strahls mit 
verschiedenen Modulationsfrequenzen/ urn jedem der Strahlen 
eine spezielle, zeitmodulierte Wellenform auf zupragen; 

ein Mittel zum Sammeln von Strahlung, die von 
Stellen in der Ebene als Reaktion auf die Anregung 
ausgestrahlt wird; 

ein Mittel zum optischen Trennen von spektralen 
Anteilen der emittierten Strahlung, wobei die spektralen 
Anteile mindestens zwei verschiedene Wellenlangenbander 
darstellen; 

. ein Mittel. z.um unabhangi gen Erfassen von. 
Strahlung/ die jeden der getrennten, spektralen Anteile der 
emittierten Strahlung darstellt; 

ein Demodulationsmittel, das mindestens zwei 
Lock-in-Verstarker einschlie£t, ^ wobei jeder Verstarker 
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6iner anderen Modulations frequenz zugeordnet ist, *um aus 
jedem der erfafiten, spektralen Ant'eile der 
zusammengesetzten, emittierten Strahlung. von mehreren 
fluoreszierenden MeBobjekten die Beitrage zu extrahieren, 
5 . die jedem der MeBobjekte entsprechen, wodurch jedes 
MeBobjekt in der Ebene quantitativ erfafit wird. 

5. Die Vorrichtung nach- Anspruch A, bei der jeder der 
Strahlen durch einen einzelnen Diodenlaser erzeugt wird, 

10 wobei die Intensitat jedes Diodenlasers. mit einer separaten 
. Frequenz v moduliert wird. 

6. Die Vorrichtung nach Anspruch A, bei der das Mittel 
zum Modulieren jedes Strahls einen elektrooptischen 

15 Modulator fur jeden Strahl aufweist, wobei jeder Strahl mit 
einer separaten Frequenz moduliert wird. 

7. Die Vorrichtung nach Anspruch 4, bei der das Mittel 
zum Modulieren jedes Strahls einen akustooptischen 

.20 bdodulator fur jeden Strahl aufweist, wobei jeder Strahl^mit 
einer separaten Frequenz moduliert wird. 

8. Die Vorrichtung nach Anspruch A, bei der das Mittel . 
zum unabhangigen Erf assen von spektralen Anteilen der 

25 zusammengesetzten Emission zwei Detektoren aufweist und bei 
der das Mittel zum optischen Trennen von spektralen 
Anteilen optische Filter aufweist/ die so angeordnet sind, 
da£ sie die spektral getrennten Anteile der 
zusammengesetzten Fluoreszenzemission zu jedem der beiden 

30 Detektoren aufteilen.* 

9. Die Vorrichtung nach Anspruch 8, bei der das 
Demodulationsmittel separate Demodulationsmittel fur jeden 
der beiden Detektoren aufweist , wobei die 

35 Demodulationsmittel fur Signale wirksam sind, die die 
gleichen Frequenzen wie die Modulatidnsf requenz eines 
entsprechenden Strahls aufweisen, und wobei das 
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Ausgangssignai eines jeden Demodulationsirdttels fur eine 
spezielle Phasenposition der moduiierten Wellenform 
spezifisch ist. 

10. Die Vorrichtung na.ch Anspruch 9, bei der das 
Demodulationsmittel einen Einphasen-Lock~in-Vers.tarker fur 
jeden der beiden Detektoren einschlielit , wobei die 
Verstarker rait der Modulationsf r^rm^n* H« cn+- cnm^Kn^^r, 
Strahls synchronisiert sind. 

11- Die Vorrichtung nach Anspruch 10, bei . der die 
Phasenposition jedes Einphasen-Verstarkers auf die Position 
abgestimmt ist, die das Ausgangssignai des Verstarkers fur 
, ein entsprechendes, fluoreszierendes. MeSobjekt maximiert. 

12. Die Vorrichtung nach Anspruch 9, bei der das 
Demodulationsmittel zwei Einphasen-Lock"in-Verstarker : f iir 
3 eden. der beiden Detektoren einschlielit, wobei einer rait 
der Modulationsf requenz einer der anregenden Strahlen 
synchronisiert ist und der andere mit der . 
Mpdulstionsfrequenz des anderen, wodurch tiberlagernd 
angeregte Spektren gleichzeitig und unabhangig gemessen 
werden. ' 



13. Die Vorrichtung nach Anspruch 9, bei der das - 
Demodulationsmittel einen Zweiphasen-Lock-in-Verstarker . fur 
jeden der zwei Detektoren einschliefit, wodurch die 
Phasenverschiebungen der beiden fluoreszierenden Mefiobjekte 
gleichzeitig und. unabhangig gemessen werden. 

.14. Die Vorrichtung nach Anspruch 4, bei. der das Mittel 
zum Sammeln von Strahlung, die an Stellen in der Ebene 
ausgestrahlt wird, -ein konfokales Mikroskop ist. 

15. Eine Vorrichtung zum quantitativen Erfassen.von 
fluoreszierenden MeBobjekten, die in einem Volumen raumlich 
verteilt sind, durch Anreguhg mit elektromagnetischer 
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Strahlung mit mehreren, diskreten Wellenlangen, wobei die 
Vorrichtung aufweist, 

ein Mittel zum Fiihren von zwei Strahlen von 
elektromagnetischer Strahlung mit verschiedenen, diskreten 
5 Wellenlangen zu einer Vielzahl von einzelnen Stellen auf 
eine abtastende Weise in einer Abtastebene einer 
volumetrischen Probe, wo ein oder mehrere f luoreszierende 
MeBobjekte vorhanden sind, wodurch eine Anregung des 
Mefiobjekts bewirkt wird; 
10 ein Mittel zum Modulieren jedes Strahls mit 

verschiedenen Modulationsf requenzen, um jedem Strahl eine 
spezifische, zeitmodulierte Wellenform aufzupragen; 

ein konfokales Mittel zum Sammeln von Strahlung , 
die . als Reaktion auf die Anregung an Stellen in der 
15 Abtastebene emittiert wird; 

ein Mittel zum optischen Trennen von spektralen 
Anteilen der emittierten Strahlung, wobei diie spektralen c ^ 
Anteile mindestens zwei verschiedene Wellenlangenbandex ^ 
darstellen; s 
20 ein Mittel zum unabhangigen Erfassen von < v :„ 

Strahlung, die jeden der getrennten, spektralen Anteile der v 
emittierten Strahlung darstellt; 

ein Demodulationsmittel, das' mindestens zwei 
Lock-in-Verstarker einschliefit , wobei jeder Verstarker 
25 einer anderen Modulationsf requenz zugeordnet ist, um die 
Beitrage, die jedem der MeBobjekte entsprechen, aus den 
erfaliten, spektralen Anteilen der zusammengesetzten, 
emittierten Strahlung von mehreren f luoreszierenden 
Mefiobjekten zu extrahieren, wodurch jedes Mefiobjekt auf der 
30 Abtastebene quantitativ erfafit wird; 

ein Mittel zum Wechseln von einer Abtastebene der 
volumetrischen Probe zu einer anderen Abtastebene; und 

ein Mittel zum Speichern von Daten fur eine 
Vielzahl von Abtastebenen, die die Quantif izierung der 
35 f luoreszierenden MeJiobjekte in einer volumetrischen Probe 
darstellen. 
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16. Die Vorrichtung nach Anspruch 15, bei der jeder der 
Strahlen durch einen separaten Dio'denlaser erzeugt wird, 
wobei jeder DIodenlaser . mit einer separaten Frequenz 
moduli ert ist.. 
5 . . - . , " , ; . 

17 , Die Vorrichtung . nach Anspruch. 15, bei der das Mittel 
zum Modulieren jedes Strahls einen elektrooptischen 
Modulator fiir jeden Strahl aufweist. 

10 .18. Die Vorrichtung nach Anspruch 15, bei der das, Mittel 
zum Modulieren jedes Strahls einen akustooptischen 
Modulator fiir jeden Strahl aufweist. 

,19. Die Vorrichtung nach Anspruch 15, bei der das Mittel 
-15 zum unabhangigen Erfassen von spektralen Anteilen der 

zusammengesetzten Emission zwei De>tektoren aufweist* und bei 

der das Mittel zum optischen Trenneh von spektralen. 
.. Anteilen optische Filter aufweist, die so angeordnet: sind,- 

dafi. spektral getrennte Anteile der zusammengesetzten. 
20 v Fluoreszenzemission zu jedem. der zwei Detektoren aufgeteilt. 

werden. " . - . . : . 

, 20. Die Vorrichtung nach Anspruch 19, bei. der das 

Demodulationsmittel getrennte Demodulationsmittel fiir jeden 

25 . der beiden Detektoren aufweist, wobei die 

Demodulationsmittel . fiir Signale wirksam ; sind, die die 
gleiche Frequenzen wie die Modulations frequenz eines 
entsprechenden Strahls aufweisen, und wobei das 
Ausgangs signal eines jeden Demodulatidnsmittels f ur eine 

30 bestimrate Phasenposition der modulierten Wellenf orm 
spezifisch ist. 

21. Die Vorrichtung nach Anspruch 20, bei der das 
Demodulationsmittel einen Einphasen-Lock-in-Verstarker fiir 
35 j eden. der beiden Detektoren aufweist, wobei die Verstarker 
, mit der Modulationsf requenz . des entspreichenden Strahls 
synchronisiert sind. ... 



22. Die Vorrichtung nach Anspruch 21, bei der die 
Phasenposition jedes der Einphasen-Verstarker auf die 
Position abgestimmt 1st, die fur ein entsprechendes., 

5 f luoreszierendes MeBobjekt das Ausgangssignal des 
Verstarkers maximiert. 

23. Die Vorrichtung nach Anspruch 20, bei der das 
Demoduiationsmittel zwei Einphasen-Lock-in-Verstarker fur 

10 jeden der beiden . Detektoren einschlieflt, wobei einer mit 
der Modulationsf requenz eines der anregenden Strahlen 
synchronisiert ist und der andere mit der 
- Modulationsf requenz des anderen, wodurch iiberlagernd 
angeregte Spektren gleichzeitig und unabhangig gemessen 

15 werden. 

24- Die Vorrichtung nach Anspruch 20, bei der -das — 
Demoduiationsmittel einen Zweiphasen-Lock-in-Verstarker r f fir 
jeden der beiden Detektoren einschlieBt, wodurch die ^ 
20 Phasenverschiebungen von zwei f luoireszierenden Mefiobjeicten 
gleichzeitig und unabhSngig gemessen werden. . .. 



) 



4/9 






FIG. 6c 



FIG. 6d 
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Wellenformen 



LocWn-Verstarker 1 
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Phasenlage des gleichphasigen Kanals 



FIG. 7a 



Lock-in-A/erstarker 2 
i 
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90°-phasenverschobener Kanal 




gleichphasigerKana! 



F I G. 8 



Lock-in-Verstarker 1 



90°-phasenverschobener Kanal 




gleichphasigerKana! 
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. Lock-ln-Verstarker 2 



